IDENTIFICACION TAXONOMICA MOLECULAR DE MOSQUITOS POTENCIALES
VECTORES DE ARBOVIRUS PRESENTES EN ZONA SELVATICA, RURAL Y URBANA
DEL DISTRITO DE SANTA MARTA.

ANGIE CAROLINA DUARTE PILONIETA

UNIVERSIDAD DEL MAGDALENA

Facultad (Ciencias Basicas)

Programa (Biologia)

Santa Marta, Colombia
2021




IDENTIFICACION TAXONOMICA MOLECULAR DE MOSQUITOS POTENCIALES
VECTORES DE ARBOVIRUS PRESENTES EN ZONA SELVATICA, RURAL Y URBANA
DEL DISTRITO DE SANTA MARTA.

ANGIE CAROLINA DUARTE PILONIETA

Trabajo presentado como requisito parcial para optar al titulo de:
BIOLOGO

Director (a):
Gabriel Parra Henao Biol., MSc., PhD.
Codirector (a):
José A. Usme Ciro Biol., MSc., PhD.

Linea de Investigacion:
Taxonomia molecular
Grupo de Investigacion:

Centro de Investigacion en Salud para el Trépico (CIST)

Universidad del Magdalena
Facultad (Ciencias Basicas)
Programa (Biologia)
Santa Marta, Colombia
2021



Nota de aceptacion:

Aprobado por el Consejo de Programa en
cumplimiento de los requisitos exigidos por la
Universidad del Magdalena para optar al titulo de
(Bidlogo)

CESAR AUGUSTO VALVERDE CASTRO

Jurado

Santa Marta, 11 de Agosto del 2021



Dedicatoria

A mi madre Diana Elena Pilonieta y a mi bisabuela

Dalia Elena Badillo.



AGRADECIMIENTOS

Doy gracias a Dios por ser mi guia espiritual, le agradezco a mi madre Diana Elena Pilonieta
por su amor e incondicional apoyo, por dejarme volar y ensefiarme todos los valores que
me hacen ser una mejor persona, sin ella no hubiera sido posible llegar hasta aqui. Le
agradezco a mi bisabuela Dalia Elena Badillo por consentirme tanto, por amarme y estar
siempre para mi. Agradezco a mis hermanos Jesus David Suarez y Valentina Suarez por
el deseo de querer crecer mas, pero en especial a mi pequefia hermana Angeles Suarez
gue desde que nacié se convirti6 en mi motor mas grande de vida, gracias a ella suefio con
llegar a la cima y poder ofrecerle todo, también le agradezco a mi padrastro Maximino
Suarez y a mi abuela Maria Pilonieta por su apoyo, a toda mi familia gracias. Agradezco a
Sergio Andres Mendivil Rivas por su amor y compafiia, agradezco a sus padres Neirobis
Rivas y Eder Mendivil por su apoyo y por hacerme sentir en casa.

Agradezco profundamente a mi profesor, el Doctor José Aldemar Usme Ciro por darme la
oportunidad de ser parte de su grupo de investigacion de tan alto nivel, le doy gracias por
toda su dedicacion, su confianza, su comprensién y todo el conocimiento que me ensefio
gue hoy me ayudan a ser una mejor profesional, gracias por el ser humano que hay dentro,
gracias por las palabras de aliento en los momentos dificiles, siempre las atesorare. Gracias
al Doctor Gabriel Parra Henao por su apoyo, a mis compafieros de laboratorio Paula
Quintero, Juan Pablo Franco y Andrew Mufioz por el apoyo en esta pasantia, por compartir
sus conocimientos y guiarme. Agradezco a mis amigas de infancia y de secundaria Laura
Molinares y Maria Alejandra Morales por su carifio y por sus palabras de aliento.
Agradezco a la Universidad del Magdalena y a todos mis profesores por ayudarme a crecer

académicamente.



RESUMEN

Pag.VI

Colombia es un pais con una gran variedad de ecosistemas, amplia biodiversidad y
diferentes entornos climaticos, condiciones que propician la aparicion de enfermedades de
transmision vectorial, como el dengue, la malaria, la fiebre chikungunya, entre otras. Al igual
qgue el pais, el departamento del Magdalena posee diversos ecosistemas en un amplio
rango de pisos térmicos que influencian la supervivencia, desarrollo y diversificacion de
especies. El objetivo de este estudio fue identificar las especies de mosquitos potenciales
vectores de arbovirus presentes en zona selvatica, rural y urbana del distrito de Santa Marta
mediante sistematica molecular utilizando el gen de Citocromo Oxidasa I. Los especimenes
fueron recolectados como parte de las actividades del Centro de Investigacién en Salud
para el Tropico (CIST) de la Universidad Cooperativa de Colombia. Se utilizaron 50
muestras, de las cuales 14 fueron amplificadas por PCR y secuenciadas usando la
aproximacion de cédigo de barras de ADN. El analisis filogenético se realiz6 mediante el
método Maxima verosimilitud y el modelo de sustitucion nucleotidica Kimura 2 pardmetros
(K2P), con 1000 réplicas ultrafast bootstrap. Esta estrategia permitié la identificacién de 13
especies de los géneros Anopheles, Aedes, Psorophora, Sabethes, Wyeomyia y Culex.
Este estudio constituye una contribucién original de nueva informacién de especies
potenciales vectores de enfermedades en la Ciudad de Santa Marta y sus alrededores, para
la evaluacion del riesgo y aplicacién de medidas de prevencion y control de vectores mas
eficaces.

Palabras clave: Citocromo oxidasa I; codigo de barras de ADN; Culicidae; Sistematica

molecular.



ABSTRACT

Colombia is a country with a great variety of ecosystems, megadiversity and different
climatic environments, and these conditions promote the appearance of diseases, mainly
those transmitted by mosquitoes, such as dengue, malaria, and chikungunya. The
department of Magdalena also has an enormous diversity of ecosystems in a wide range of
thermal floors that influence the survival, development and diversification of species. The
objective of this study was to identify the potential arbovirus vector species present in
sylvatic, rural and urban areas from the Santa Marta district through molecular systematics
using the Cytochrome Oxidase | gene. The mosquito specimens were acquired from the
Health Research Center for the Tropics (CIST) of the Universidad Cooperativa de Colombia.
Fifty mosquito samples were included in the study, 14 of which were successfully amplified
and sequenced through the DNA barcoding approach. The phylogenetic analysis was
carried out using the Maximum Likelihood method, the Kimura 2-parameter model (K2P)
and 1000 ultrafast bootstrap replicates. This approach allowed the identification of 13
species of the genera Anopheles, Aedes, Psorophora, Sabethes, Wyeomyia and Culex. This
study constitutes an original contribution of new information of potential vector species of
disease in the City of Santa Marta and its surroundings, as a source for risk assessment
and the implementation of successful disease prevention and vector control interventions.

Keywords: Cytochrome oxidase I; DNA Barcoding; Culicidae; Molecular systematics.
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INTRODUCCION

La familia Culicidae es uno de los primeros taxa descritos dentro del orden Diptera (Linnaes
1758) (Woodley et al, 2009). Esta familia, dividida en dos subfamilias: Anophelinae y
Culicinae, comprende un total de 112 géneros y mas de 3.500 especies distribuidas en todo
el mundo (Becker et al, 2010), principalmente en zonas tropicales y templadas (Beebe,
2018).

Colombia es un pais con una gran variedad de ecosistemas, enorme biodiversidad y
diversas condiciones climaticas (Lozano, 2008), este pais tiene una larga historia de hacer
frente a los efectos negativos de las enfermedades transmitidas por mosquitos,
histéricamente las enfermedades con mayor impacto en la salud publica han sido la malaria
y el dengue (Padilla et al, 2017). Los vectores de estas enfermedades han sido los mejores
estudiados tanto bioldégica como taxonémicamente debido a su relacion con la transmisién
de patégenos de importancia médica (Montoya-Lerma et al, 2011). Estos organismos
poseen una gran adaptabilidad y muestran variaciones en sus mecanismos de desarrollo
en una amplia variedad de entornos, bajo diferentes condiciones climaticas cambiantes
(Becker et al, 2010). Dicha variabilidad climética favorece la diversificacién, asi como la
colonizacién de especies que actian como vectores en habitats nuevos, creando un riesgo
continuo para la poblacion humana, primordialmente para aquellas personas que habitan
areas periurbanas, especialmente si las condiciones de salubridad no son adecuadas
(Quintero, Osorio y Martinez, 2010). Este pais presenta grandes areas geograficas activas
para la transmision de enfermedades tropicales que involucran a los mosquitos, entre las
gue se encuentran el dengue, la malaria, la fiebre amarilla, la encefalitis equina venezolana,
la fiebre chikungunya y algunas otras arbovirosis de baja circulaciébn como: fiebre mayaro,
fiebre llheus, entre otras (Hoyos et al, 2015).

Debido a la problemética en salud que representan estos vectores, es importante su
identificacion precisa. La identificacién morfologica es el método convencional de referencia
para la identificacion de especies de mosquitos, con sus caracteristicas distinguibles
permiten su identificacion mediante el uso de claves dicotomicas (Chan et al, 2014); sin
embargo, tiene varias limitaciones debido a la gran plasticidad fenotipica de los individuos,
diferencias ontogénicas y dimorfismo sexual, dicha variacibn en los caracteres hace
compleja su identificacion (Rozo & Mengual, 2015; Paz, Gonzales & Crarwford, 2011). Por
otro lado, la alteracion fisica o pérdida de estructuras morfoldgicas durante la captura o
preservacion de algunos especimenes hacen que su identificacibn sea incompleta
(Harbach, 2007).

Debido a las limitaciones derivadas del uso de caracteres morfolégicos, el desarrollo de la
biologia molecular de los afios 80’s, favorecié la realizacion de nuevas investigaciones
taxondmicas y el surgimiento de nuevas y potentes herramientas de identificacién
(Munstermann & Conn, 1997). Desde entonces, la taxonomia clasica y molecular se han
convertido en un complejo estratégico para la identificacion de especies cripticas (Paz,
Gonzales & Crarwford, 2011). El método de cédigo de barras de ADN fue postulado por
Hebert et al (2003 a,b) como un enfoque basado en la secuencia de ADN para la
identificacion exacta de las especies. La técnica propuesta utiliza un conjunto de cebadores
para amplificar una regiéon de 658 pares de bases (pb) del gen mitocondrial citocromo
oxidasa subunidad | (COI) para la rapida y precisa identificacion (Hebert et al, 2003 a). El



ADN mitocondrial ha sido uno de los marcadores mas populares utilizados para identificar
la diversidad animal. Con respecto a la familia Culicidae particularmente, existe una
considerable cantidad de literatura sobre el uso de secuencias de ADN para la identificacion
de especies, el codigo de barras en mosquitos tiene la intencion de identificar el mayor
porcentaje de especies portadoras de enfermedades y de sus parientes mas cercanos
(Rozo & Mengual 2015).

En Colombia son varios los departamentos donde se ha implementado la identificacion de
especies de mosquitos por medio de cddigo de barras (DNA barcoding). Uno de ellos es
Antioquia donde se identificaron 114 mosquitos mediante COI, obteniendo especies de
Aedes aegypti (Linnaeus 1762), Anopheles triannulatus (Neiva & Pinto 1922), Coquillettidia
nigricans (Coquillett 1904), Mansonia titillans (Walker 1848), Ochlerotatus angustivitatu
(Dyar & Knab 1907), Psorophora ferox (Von Humboldt 1819) y Psorophora sp (Hoyos,
2018); en el Choco, Guaviare y Cérdoba, utilizando COI para especies del género
Anopheles (Meigen 1818) (Jimenez, Conn & Brochero, 2014; Ahumada et al, 2016); en
Quindio, municipio la Tebaida se identificé por primera vez Aedes albopictus (Skuse 1895)
utilizando COIl y fueron los primeros registros de secuencias de COI para esta especie en
el pais (Zamora, Castafio & Hoyos, 2015), finalmente, también en el Quindio, fueron
identificadas cinco especies pertenecientes a los géneros Aedes (Meigen 1818) y Culex
(Linnaeus 1758) (Hoyos et al, 2015).

De acuerdo con lo mencionado, en Colombia existen departamentos donde se presentan
algunas arbovirosis como el Dengue y la fiebre amarilla registradas en regiones del Valle
medio del rio Magdalena, Catatumbo, los Llanos orientales, la Amazonia, las estribaciones
de la sierra Nevada de Santa Marta, estas enfermedades han constituido un problema de
salud publica (Parra & Suarez, 2012). Es por esto que la rapida identificacion de especies
en sectores como el Distrito de Santa Marta - Colombia es de gran importancia, ya que el
departamento del Magdalena cuenta con diversos ecosistemas con diferentes climas:
célido, templado, frio, paramo, nevado y estos tienen una gran influencia en la presencia y
abundancia de mosquitos (Betancourt, LLambias, Pestano y Leén, 2017). Debido a que
esta area geografica ha sido poco estudiada se pretende realizar la identificacion de
especies de mosquitos presentes en tres zonas: Urbana, Rural y selvatica, utilizando la
taxonomia molecular mediante el gen COI, con el fin de ampliar los estudios y determinar
futuras medidas de control a la posible aparicion de especies potenciales transmisoras de
arbovirus.



OBJETIVO GENERAL

Identificar las especies de mosquitos potenciales vectores de arbovirus presentes en zona
selvética, rural y urbana del Distrito de Santa Marta mediante sistemética molecular
utilizando el gen de la Citocromo Oxidasa I.



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El Distrito de Santa Marta se encuentra conformado por un mar territorial, a&reas montafiosas
como la Sierra Nevada, islas y bahias localizadas en el mar territorial, posee una zona
costera y zona continental. Los suelos consolidados por acciones antropicas o naturales
gue no hacen parte de la reserva ambiental pertenecen al Distrito en terreno urbano. Por el
Norte y el Oeste limita con el Mar Caribe, al sur con los municipios de Ciénaga y Aracataca
y por el oriente con los departamentos de la Guajira y Cesar. Tiene una extensién total de
2,393.35 km2 que pertenecen a 55.10 km? del area urbana y 2,338.25 kmz2 del area rural.
Se encuentra comprendida entre los 0 msnm de altitud con una elevacion maxima de 5.775
msnm en las cumbres de la Sierra Nevada. Posee un clima calido y seco, con temperaturas
entre los 23 — 32° C y humedad relativa del 77% (Alcaldia Distrital de Santa Marta, 2021).
Las muestras para este estudio fueron recolectadas en los barrios (Puerto Nuevo, la
Bolivariana, la Teneria, las Manguitas y el campus de la Universidad cooperativa de
Colombia (UCC)) que pertenecen a zona urbana del Distrito, en la zona rural fueron
recolectados en (Quebrada Valencia y Marquetalia) y en la zona selvatica se recolectaron
en el sector de quebrada Valencia.

Estudio de campo

Los 50 especimenes de mosquitos se obtuvieron en zona urbana, rural y selvatica, como
parte de las actividades de campo del Centro de Investigacion en Salud para el Trépico
(CIST) a través de los proyectos INV1913 e INV2174, que contaron con el apoyo y la
participaciéon del Grupo de ETV de la Secretaria de Salud del Distrito de Santa Marta. Las
muestras fueron almacenadas en viales de 1,5 ml con etanol absoluto y a -20°C hasta el
momento de su procesamiento.

Tabla 1: Informacion de las zonas de recoleccién de las muestras en el distrito de
Santa Marta.

ZONA MUNICIPIO CORREGIMIENTO | VEREDA | LATITUD LONGITUD MUESTRA
Quebrada

Rural Santa Marta Guachaca valencia/r | 11,2402778 -73,8025 CIST0297
ural
Puerto

Urbano Santa Marta Guachaca Nuevo 11,2504167 -73,83125 CIST0301
Quebrada

Selvatico Santa Marta Guachaca Valencia | 11,2391389 | -73,8036667 CIST0314
Quebrada

Selvético Santa Marta Guachaca Valencia | 11,2391389 | -73,8036667 CIST0321
Quebrada

Selvético Santa Marta Guachaca Valencia | 11,2391389 | -73,8036667 CIST0326
Barrio

Urbano Santa Marta Santa Marta Bolivarian 11,224178 -74,170181 CIST0340
a




Urbana

Santa Marta

Santa Marta

Barrio La
teneria/Pu
erto
Mosquito

11,2354722

-74,2188333

CIST0388

Urbana

Santa Marta

Santa Marta

Barrio La
teneria/Pu
erto
Mosquito

11,2354722

-74,2188333

CIST0389

Urbana

Santa Marta

Santa Marta

Barrio La
teneria/Pu
erto
Mosquito

11,2354722

-74,2188333

CIST0390

Urbana

Santa Marta

Santa Marta

Barrio La
teneria/Pu
erto
Mosquito

11,2354722

-74,2188333

CIST0393

Urbana

Santa Marta

Santa Marta

Barrio La
teneria/Pu
erto
Mosquito

11,2354722

-74,2188333

CIST0394

Urbana

Santa Marta

Santa Marta

Barrio Las
Manguita
s/La Paz

11,1498333

-74,2194722

CIST0404

Rural

Santa Marta

Guachaca

Marquetal
ia

11,243811

-73,573897

CIST0467

Urbana

Santa Marta

Santa Marta

ucc

11,132584

-74,101485

CIST0546

Aislamiento de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion

Con la ayuda de unas pinzas estériles se tomaron las patas, térax y cabeza de los
mosquitos hembra. Se realiz6 una homogenizacion manual con pistilos que mediante la
friccion con la pared del tubo permitieron la disociacion del tejido, posterior a esto se realizd
la extraccion de DNA total utilizando el estuche comercial DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN
Inc, Heidelberg, Alemania), siguiendo las recomendaciones del fabricante y ajustes
descritos previamente (Mufioz et al, 2021). Brevemente, se adicionaron 180 um de buffer
ATL al espécimen macerado y 20 um de proteinasa K. Se homogenizé la mezcla por 3
minutos y se procedié con una incubacion a 56°C por 1 hora, hasta evidenciar que el tejido
estuviera completamente lisado. Se adicionaron 200 um de buffer AL y 200 um de etanol



(96-100%) y se mezclé nuevamente por vortex. Algunas muestras presentaron un
precipitado blanco que no interfirid6 con el procedimiento. La mezcla que se obtuvo se
transfiri6 a una columna (DNeasy mini spin) puesta en un tubo colector de 2 ml y se
centrifugd a = 6000 g por 1 minuto, luego se reemplazé el tubo colector y se adicionaron
500 pum de buffer AW1 seguido de centrifugacion a = 6000 g por 1 minuto. Se reemplazé
nuevamente el tubo colector y se adicionaron 500 um de buffer AW2 seguido de
centrifugacion por 3 minutos a 14.000 rpm con el fin de secar la membrana DNeasy.
Finalmente, se colocé la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5 o 2 ml, se le
agregaron 100 um de buffer AE directamente en la membrana de la columna, se incubé a
temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifugd a = 6000 g por 1 minuto para permitir la
elucién del DNA. Este procedimiento se describe en detalle en el documento DNeasy Blood
& Tissue Handbook (HB-2061-003).

Amplificacién del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa |

Para la amplificacion del gen mitocondrial que codifica para la enzima Citocromo Oxidasa |
(COI) se utilizaron los oligonucleétidos universales LCO1490 y HCO2198 que amplifican un
fragmento de 710 pb (Folmer et al, 1994), asi como los oligonucleétidos Kumar2007_F y
Kumar2007_R que amplifican un fragmento de 700 pb y que constituyen un consenso de lo
propuesto por Herbert et al. 2003 y Simon. 1994 (Kumar et al, 2007), para lograr una mayor
amplificacion (Tabla 2).

Se realizaron mezclas de reaccion con voliumenes finales de 25 ul. Cada reaccion incluyé
10ul de DNA, 9.25ul de H20, 2.5mM de Buffer, 1mM de cada dNTP, 10 pmoles de cada
oligonucledtido y por ultimo, 1.25 U de DreamTaq DNA Polimerasa (Thermo Scientific,
Waltham, EEUU).0

Tabla 2: Informacién de primers.

Nombre del Secuencia Fragmento | Region Referencia
Primer amplificado

LCO1490_F 5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' 710 pb 5’ Folmer et al,
1994

LCO2198_R 5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’ 710 pb 3 Folmer et al,
1994

Kumar2007_F 5’>-GGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTT-3’ 700 pb 5’ Kumar et al,
2007

Kumar2007_R 5>-AAAAATTTTAATTCCAGTTGGAACAGC-3’ 700 pb 3’ Kumar et al,
2007

Perfil térmico

El perfil térmico fue el mismo para ambas amplificaciones y consistio en un paso de
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos de (94°C durante 30 segundos
para desnaturalizacion, 54°C durante 30 segundos para la hibridacion de oligonucle6tidos
y 72°C durante 1 minutos para la extension), seguido de una extension final a 72°C durante
10 minutos (Kumar et al, 2007). Una alicuota de 5 pl cada producto de PCR se utiliz6 para
su visualizacion mediante electroforesis. Los productos de PCR obtenidos fueron



purificados y secuenciados a través de la empresa Macrogen (Macrogen Inc, Corea del
Sur).

Edicion de secuencias

Las secuencias obtenidas ensambladas y editadas mediante el software Geneious V9.1.8
(Biomatters Ltd., EEUU) para garantizar la correcta asignacion de bases y delimitacion de
regiones mediante la eliminacién de secuencias de hibridacién de los oligonucleétidos
utilizados en la amplificacion por PCR. Luego se llevaron a la plataforma de analisis y
almacenamiento de datos BOLD SYSTEMS
(https://www.boldsystems.org/index.php/IDS OpenldEngine) y a la herramienta de blsqueda
de alineamiento local basico (BLAST) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) con el fin de
encontrar los porcentajes mas confiables de similitud entre cada secuencia obtenida en el
presente estudio y la base de datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) vy
asi poder identificar la especie.

Analisis filogenético

Posteriormente se cre6 una matriz con secuencias de nucleétidos previamente obtenidas
de las bases de datos mencionadas y las secuencias obtenidas en el presente estudio.
Mediante la herramienta ClustalW disponible en el software Molecular Evolutionary
Genetics Analysis 7 (MEGA7) (Kumar, Stecher & Tamura, 2016) se llevé a cabo el
alineamiento de regiones homologas. Finalmente se realizé inspeccion visual del
alineamiento con el fin de verificar la existencia de indels.

A partir de la matriz inicial que incluia 346 secuencias representativas de las especies en
analisis, se utilizo el software CD-HIT Suite: Biological Clustering and Comparison (Huang
et al, 2010) para la eliminacion de aquellas secuencias que tuvieran mas del 99% de
identidad entre ellas y de esa manera poder conservar solo secuencias que tuvieran un
nivel de heterogeneidad para representar de mejor manera la variabilidad genética y
garantizar una mejor resolucién de las relaciones filogenéticas al interior de las especies y
entre especies.

Con el fin de inferir las relaciones filogenéticas con base en las secuencias de nucle6tidos
utilizadas, se estimo el mejor modelo de sustitucion nucleotidica mediante el software 1Q-
TREE (Trifinopoulos et al, 2016), y de manera simultanea se estimé la filogenia por el
método de Maxima verosimilitud con 1000 réplicas Ultrafast Bootstrap (Eforn, 1979). El
arbol consenso fue editado en el software MEGA.


https://www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenIdEngine
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

RESULTADOS

Caracterizacion molecular del gen COIl e identificacion de especies

mediante la estrategia de cédigo de barras de ADN

Para el estudio se seleccionaron un total de 50 muestras de mosquitos, 15 de las cuales
lograron ser amplificadas por PCR y 14 de las cuales fueron secuenciadas exitosamente
(Tabla 3), con la obtencién de electroferogramas y ensamblajes de buena calidad (Figura

1).

Tabla 3: Informacion de las 15 muestras amplificadas por PCR.
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Figura 1. Electroferogramas de 6 muestras representativas del estudio. Cada una constituye la secuencia
forward y reverse de ADN de 6 especies que hacen parte de 5 de los 6 géneros identificados, CIST0297 (An.
neomaculipalpus), CIST0321 (W. arthrostigma), CIST00326 (Sabethes sp), CIST0390 (C. pipiens), CIST0404



(C. nigripalpus) y CIST0467 (Ae. Aegypti). Se observa el patron esperado de estabilizacion de los picos de
fluorescencia a partir de 30 a 50 nucledtidos desde el inicio de la lectura, seguido de secuencias de alta calidad.

A partir del analisis de similaridad utilizando las herramientas BLAST y BOLDSYSTEMS,
se identificaron 6 géneros (Anopheles, Aedes, Wyeomyia (Theobald 1901), Culex,
Psorophora y Sabethes (Robineau Desvoidy 1827)) y 7especies (An. neomaculipalpus
(Curry 1931) (n=1), Ae. aegypti (n=5), W. arthrostigma (Lutz 1905) (n=1), C. pipiens
(Linnaeus 1758) (n=3), C. nigripalpus (Theobald 1901) (n=1), P. cyanescens (Coquillett
1902) (n=1), con porcentajes de similaridad entre 92.31% y 100.00% (Tabla 4). Con
respecto al género Sabethes, la muestra CIST0326 se identific6 en BLAST como
Haemagogus Lucifer con un porcentaje de similitud de 97.73%, pero al realizar la filogenia
dicha especie se agrupo con secuencias de Sabethes chloropterus (Von Humboldt 1819) y
alejandose del resto de especies de la tribu Aedini, por lo cual se le identific6 como S.
Chloropterus, Con respecto al otro género Sabethes sp no se logré identificar su especie
en las plataformas, con porcentajes de 90.12% lo mas similar fue Wyeomyia pertinans
(Williston 1896) y con Wyeomyia testei (Senevet & Abonnenc 1939) con similitud de
87.82%, este género tampoco se identificd en el analisis filogenético.

Tabla 4: Informacion de las 14 muestras identificadas y sus respectivos porcentajes de similitud en
BLAST y BOLDSYSTEMS.

GENERO ESPECIE CODIGO DE SIMILITUD EN
EJEMPLARES BLASTY
BOLDSYSTEMS
Anopheles A. neomaculipalpus CIST0297 98.87% y 98.86%
A. aegypti CIST0301 100.00% y 100.00%
A. aegypti CIST0388 100.00% y 100.00%
Aedes A. aegypti CIST0393 100.00% y 100.00%
A. aegypti CIST0394 100.00% y 100.00%
A. aegypti CIST0467 100.00% y 100.00%
Wyeomyia W. arthrostigma CIST0321 98.87% y 98.86%
C. pipiens CIST0340 100.00% y 100.00%
Culex C. pipiens CIST0389 100.00% y 100.00%
C. pipiens CIST0390 100.00% y 100.00%
C. nigripalpus CIST0404 100.00% y 100.00%
Psorophora P. cyanescens CIST0546 98.87% Yy 99.72%
Sabethes Sabethes sp CIST0314 100.00%
S. chloropterus CIST0326 92.31% y 94.87%

El andlisis filogenético evidencia una alta diversidad de especies
de mosquitos en el area estudiada

La matriz de secuencias de COIl depurada a través de CD-HIT incluy6 un total de 148
secuencias de las tribus Aedini, Sabethini, Anophelini y Culicini. A pesar de que el mejor
modelo de sustitucion nucleotidica estimado para esta matriz fue el General Time
Reversible (GTR), teniendo en cuenta los soportes obtenidos de las ramas y diversos
reportes en la literatura, en el presente estudio se adoptd el modelo Kimura-2-Parameters
(K2P).

En una primera estimacion filogenética, las 14 secuencias de ejemplares obtenidos en el
presente estudio se agruparon en sus diferentes tribus: Culicini, Sabethini, Anophelini y
Aedini (Figura 2), con soportes de ramas mayores al 50%. Las secuencias correspondientes
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a la especie C. pipiens se agruparon en un cluster con secuencias de la misma especie
previamente reportadas en Estados Unidos y Colombia. La secuencia correspondiente a la
especie C. nigripalpus se agrup6 también con una secuencia de esta especie reportada en
Brasil. Para las especies de la tribu Sabethini solo se logré la identificacion de 2 de 3
muestras; el analisis filogenético fue determinante para descartar la asignacién inicial
mediante la aproximacion de codigo de barras de ADN de una secuencia como
perteneciente a la especie H. lucifer, cuyas especies mas estrechamente relacionadas
corresponden a la especie S. chloropterus, un género vy tribu distantes filogenéticamente
del género Haemagogus Y la tribu Aedini. Esta inconsistencia supone una gran limitacion
para la estrategia de codigo de barras de ADN, debido a la inexistencia de un proceso de
curaduria en la asignacion de especies a las secuencias que se registran en las bases de
datos. W. arthrostigma se agrupo con secuencias de la misma especie de Guayana
Francesa. La especie An. neomaculipalpus se agrup6 con una secuencia representativa de
la especie, reportada en Caldas Colombia. Con respecto a la tribu Aedini, la secuencia de
la especie P. cyanescens se relaciond con secuencias de la misma especie reportadas en
México y Estados Unidos, las especies del género Aedes de este estudio se agruparon con
especies de Ae. aegypti de Argentina, Ecuador, Chile, Canada y Perq, al realizar el analisis
el grupo de Ae. aegypti se alej6 de las demas especies del género, lo cual supuso la
realizacion de otro arbol filogenético solo con los géneros de la tribu Aedini. Con el fin de
garantizar la mayor longitud del fragmento de COI analizado y teniendo en cuenta que a
nivel metodolégico se realizé la amplificacion de dos diferentes fragmentos del gen
(Protocolos de Folmer et al, 1994 y Kumar et al, 2007) solapantes en una regién de tan solo
353 pb, se construyeron matrices independientes para cada regién de COI, en un intento
por recuperar la mayor longitud posible que garantizara la maxima sefal filogenética y
resolver las relaciones entre especies al interior de la tribu. Para el andlisis con secuencias
del fragmento descrito por Kumar, la longitud de matriz fue de 372 pb y se observg, al igual
gue en la matriz principal, un distanciamiento de Ae. egypti del resto de especies del género
Aedes (figura 3); en la matriz de secuencias correspondiente al fragmento descrito por
Folmer, la longitud fue de 563 pb y se mostrd una relacién mas cercana entre esta especie
y los demas miembros del género Aedes (Figura 4). Por Ultimo, se realiz6 un analisis con
los géneros de la Tribus Culicini, Sabethini y Anophelini (figura 5) con el fin de corroborar
las relaciones luego de excluir la tribu Aedini y se observé que la especie Sabethes sp no
identificada en el andlisis de las 4 tribus (Figura 2) muestra una estrecha relacion
filogenética con una secuencia de la especie S. chloropterus reportada en Brasil
(NC_037499) (De Oliveira et al, 2019) y otra secuencia Colombiana sin identificacién al
nivel de especie (CIST0314) (Mufioz et al, 2021) (Figura 5).
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ACHC044-04 COI Culex pipiens Canads
@ CIST0390 COf Cuiex pipeens Colomoia 2019

KF919227 COI Culex nignpaipus Brasil Culicini

\or 919162 COl Cuex molksBrasd
x erraticus Colombia
KEsB1Tes CO\ Culexngripapus Colomba
KF818196 COJ Culex dojosus Brasil
K281 720,01 Cles ssinires Colom

KP281757 COI Culex comyger Colombia
. ms‘mau COI Sabeo\es sp Colombia 2019
3 COl Sabethes intermedius Argentina
Guayana Francesa

MF172436 COI Wyeomyia complosa Guayana Francesa
He1raas col Wyeamyla lameliata Guayana Francesa
lanocephala Guayana Francesa
FIT2415 O W Wya:myba bosquamals Gusyana Francesa
MF172510 COl Wyeomyia surinamensis Guayana Francesa
WF172425 COI Wyeomyl: argenteorostiis Guayana Francesa
98 COI Wyeomyia robusta Guayana Franct

MF172454 COI Wyeomyia luteoventralis Guayana Francesa

WF172522 COI Wyeomyia ypsipola Guayana Francesa

NG 037498 COI Sabethes beksariol Brasil e

MF172520 COI Wyeomyia testei Guayana Francesa Sabethini
GUGY2947 C us

esa
COI Wyeomyia occuita Guayana Francesa
@ (CiSTO56 O Sabethea 5p Colombia 2019

NG 037499 COI Sabethes chioropterus Brasi
MQCHP012-16 COl Sabethes chioropterus Mexico

esa

Colombia 2019

yeomya ariostgma Guayana fancesa
wostigma Guayana francesa

MF172491 COI Wyeomyia pseudopecten Guayana Francesa
o' WF 172483 COl Wyeomy pseudopecten Guayena Francesa
MF172480 COI Wyeomyia pseudopecten Guayana Franc 4
CISTO301 COl Aedes aegypt Cambia 2019
CISTO467 COI Aedes aegypti Colombia 2013
WN299024 COI Aedes aegypt Argentina
CIST0383 COI Acdes aegypti Colombia 2019
HQ991721 COl Aedes aegyph Chie
1 1IN299016 COl Aedes aeqypl»Atgevm
95, 1IF443307 COl Aedes aegypti Canada Aedini

E8T0503 Q01 A syt oz 2010
CIST0394 COI Aedes aegypti Colombia 2019
100 KX420476 COIl Aedes aeg) C

0648 COl Paotophora cyanescens Cob Colnmma 2019
4 MRRO123.16 GOl Psorophora cyanescens lexic
MOSNSE2.18 COl Psorophora cyanéscens Estados Unides
0 USDIQ1456-10 COI Psorophora cyanescens USA
HE599224 COI Psorophora cyanescens Argentina
) MRRO124-16 COI Psorophora cyanescens Mexico
. ‘GHCRA449-13 COI Psorophora ferox Costa Rica s
@ KM592062 COI Psorophora ferox Colombia Aedini
5 MF172349 COI Psorophora ferox Guayana Francesa
MF172348 COl Psorophora ferox Guayana Francesa
%] 5 1UPE31-14 COI Psorophora ferox Estados Undos:

MRRO216.16 COf Haemagogus equinus Mexco
10 MRRO218-16 COI Haemagogus equinus Mexico
95 MRRO220-16 COl Haemaogus equnus Wenco
JEST047 CO) s evedes

iparius Canada
” "F§7585 COl Aeds llavescens Canada
w ros0908 COl Aedes campestns Canaca
KM838503 COI Aedes dorsalis Canada
' 0 JN302613 COI Aedes nigripes Canada
JN302080 COl Aedes impiger Canada
o 0, KIU500804 GO Aedes hexodordus Canada
0 KMS71647 COl Aedes abserratus
. KUSTITI2 COI Asdes inpicatis Canada
= KIB40107 GOl Aedes
NG242538 (:0| Psnmpmra Powards Estados Unidos
E KIG37806 COI Aedes canadensis
Py KY859920 COl Aedes laenmvyn:ms L Coombia
JFA76480 COl Acdes dantaeus Canada
KM571637 COl Aedes fitchn Canada
s KHM582987 COl Aedes angustivitatus Colombia
0 KRE81661 COI Aedes trvitalus Canada
Aedes sticticus Canada

exc
2 MRROD28-16 COl pdes seratus ex
@ CIST0297 COI Mopheks neomaculipalpus Colombia 2019
KM592986 COI Anopheles neomaculipalpus Caldas Colombia
MEXSMO75-12 COI Anopheies gabaldoni Mexico
12068 COI Anopheles calderoni Valle del Canca Colombia
MG70|388 COl Arwphe(es punctimacula Antioquia Col
F69884: ‘Anopheles neomaculipalpus Covdoba Cnlofma
o ’;E&?“é’ COl Ancphelesneomaculpapus Cordobs Cokmbia
KF6S 53 COl Anopheles neomaculipalpus Cordoba Colombia .
KFB98864 COI Anopheles neomaculipalpus Antioquia Colombia Anophelini
1900833 COI Anoj hdes newai Nario Colombia
WFe08463 O Anopheles pseudopunctipennis Cordoba Colombia
MF598461 GOl Anopholes daring Cordoba Colorba
'HQ315870 COI Anopheles nuneztovari Colombia
KF809115 COI Anopheles oswaldoi Colombia
MF043303 COI Anopheles triannulatus Colombia
MF598423 COI Anopheles albimanus Cordoba

Figura 2. Andlisis filogenético de moquitos (Diptera: Culicidae) basado en un fragmento de 353 pb del gen COI.
El andlisis se realiz6é a través del método de Maxima Verosimilitud, utilizando el modelo de sustitucion K2P con
1000 réplicas bootstrap. Las secuencias fueron agrupadas por tribu. Los rombos morados representan las
secuencias obtenidas en el presente estudio.
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Figura 3. Analisis filogenético de moquitos (Diptera: Culicidae) de la tribu Aedini basado en un fragmento de
372 pb del gen COI. El analisis se realizé para el fragmento amplificado por el método de Kumar (Kumar et al,
2007), a través del método de Maxima Verosimilitud, utilizando el modelo de sustitucion K2P con 1000 réplicas
bootstrap. Las secuencias fueron agrupadas por género. Los rombos amarillos representan las secuencias

obtenidas en el presente estudio.
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Figura 4. Analisis filogenético de moquitos (Diptera: Culicidae) de la tribu Aedini basado en un fragmento de
563 pb del gen COI. El andlisis se realiz6 para el fragmento amplificado por el método de Folmer (Folmer et al,
1994), a través del método de Maxima Verosimilitud, utilizando el modelo de sustitucion K2P con 1000 réplicas
bootstrap. Las secuencias fueron agrupadas por género. Los rombos amarillos representan las secuencias
obtenidas en el presente estudio.
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MF 172355 COI Sabethes cyaneus Guayana Francesa
KT766553 COI Sabethes cyaneus Colombia
MF172367 COl Sabethes sp Guayana Francesa
KF671043 COl Wyeomyia ulocoma Ecuador
Colombia

COl Wyeomy
MF172485 COI Wyeomyia pseudopecten Guayana Francesa
) MF172491 COl Wyeomyia pseudopecten Guayana Francesa
%9 = MF172493 COl Wyeomya pseudopecten Guayana Francesa

MF172489 COIl Wyeomyia pseudopecten Guayana Francesa
@ CIST0321 COl Wyeomyia arthrostigma Colombia 2019
IMF172429 COI Wyeomyia arthrostigma Guayana Francesa
IMF172431 COI Wyeomyia arthrostigma Guayana Francesa
MF172466 COI Wyeomyia oblita Guayana Francesa
MF172447 COI Wyeomyia forattini Guayana Francesa
MF172474 COIl Wyeomyia pertinans Guayana Francesa
MF172421 COIl Wyeomyia aporonoma Guayana Francesa
GU992953 COI Sabethes intermedius Argentina
MF172360 COI Sabethes idiogenes Guayana Francesa
MF172371 COI Sabethes sp Guayana Francesa
NC 044663 COI Wyeomyia confusa Brasil
MF172365 COI Sabethes sopen Guayana Francesa
MF172368 COI Sabethes sp Guayana Francesa
MF172358 COI Sabethes hadrognathus Guayana Francesa
MF957173 COl Sabethes glaucodaemon Brasil
00 NC 044660 COI Sabethes undosus Brasil
MQCHP012-16 COI Sabethes chloropterus Mexico

MF172373 COI Sabethes undosus Guayana Francesa
MF 172362 COI Sabethes paradoxus Guayana Francesa
MF822154 COI yia smithii Canada

100 MF172425 COl Wyeomyia argenteorostris Guayana Francesa
_| _: MF172498 COI Wyeomyia robusta Guayana Francesa
63 MF172468 COI Wyeomyia occulta Guayana Francesa |
[ —
0050

Sabethini

Figura 5. Analisis filogenético de moquitos (Diptera: Culicidae) de las tribus Anophelini, Culicini y Sabethini,
basado en un fragmento de 563 pb del gen COIl. El anadlisis se realiz6 mediante el método de Maxima
Verosimilitud, utilizando el modelo de sustituciéon K2P con 1000 réplicas bootstrap. Las secuencias fueron
agrupadas por tribu. Los rombos verdes representan las secuencias obtenidas en el presente estudio.
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DISCUSION

Los cédigos de barras de ADN constituyen una herramienta para identificar de forma rapida
y precisa a partir de cortas secuencias de ADN (Floyd et al, 2002). Sin embargo, a pesar
de ser una herramienta rapida, tiene sus limitaciones, debido principalmente a que la
taxonomia se basa en la confiabilidad de la informacién de especies previamente registrada
en las bases de datos, cuya designacion recae en la taxonomia clasica como respaldo a la
asignacion molecular, también a la carencia de especimenes para corroboracion
taxondmica 0 a que los mismos sean depositados en colecciones donde se impida la
extraccion de ADN (Tautz et al, 2003).

El método convencional utilizado para la identificacién de especies es la taxonomia clasica
(Chan et al, 2014), sin embargo este método, se ha basado Unicamente en las
caracteristicas morfolégicas de los organismos para ser identificados, pero al depender del
fenotipo esta sujeto a varias limitaciones (Wilson, 1995), evidenciadas por ejemplo, en la
dificultad para diferenciar el tipo de poros y setas en cochinillas que limita la exactitud del
analisis morfolégico (Ortega, Martinez y Agapito, 2014) y siendo en general incompleta en
grupos taxondmicos como insectos y plantas (Blaxter, 2003). Ademas, en algunos casos la
taxonomia cléasica no puede ser aplicada de forma exitosa en ciertos estadios larvales,
fragmentos de tejidos, sangre y escamas ya que no presentan suficientes caracteres para
la identificacién y sumado a esto, la imposibilidad de disponer de taxdnomos expertos para
los diferentes grupos taxonémicos y en las diferentes regiones geograficas (Eaton et al,
2010).

Debido a esto, hace mas de tres décadas la biologia molecular se convirti6 en una
herramienta valiosa en la identificacion de organismos, aplicandose en estudios de
relaciones filogenéticas (Baker, Cipriano & Palumbi, 1996), siendo una de sus principales
ventajas el hecho de que la informacién molecular pueda ser obtenida a partir de pequefios
fragmentos del organismo. Los métodos para la identificacién taxonémica molecular han
probado tener éxito en muchos casos, donde la carencia de caracteres morfolégicos en
algunos estadios 0 sexo para ciertas especies de culicidos les dan una mayor trascendencia
a los métodos moleculares para una exitosa y rapida identificacion como los cédigos de
barras de ADN (Diaz et al, 2016).

Por otro lado, los cddigos de barras de ADN han generado algunas controversias debido a
los depdsitos donde estas secuencias son registradas. Para que haya un buen
funcionamiento de las herramientas moleculares es necesario que las bases de datos
donde se adquieren estas secuencias sean confiables y cuenten con un proceso riguroso
de verificacién de éstas. Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, se
puede inferir que hubo un error en la identificacion taxonémica de algunos especimenes
previamente reportados de la especie H. lucifer. Linton et al. (2002) analizaron secuencias
del gen ITS2 de especies pertenecientes a Anopheles maculipennis (Meigen 1818) vy
determinaron que existian errores y discrepancias cuando analizaban secuencias similares
de la misma especie. En concordancia con estos hallazgos, se plante6 que las bases de
datos, al no considerar de donde proviene la identificacion de las secuencias (clave
taxondmica especifica), pueden incluir informacion errébnea o de dudosa procedencia y
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estas falencias al parecer no estan siendo filtradas mediante un proceso de curaduria para
el ingreso a las bases de datos. Por otro lado, en las bases de datos existe baja
disponibilidad de secuencias de COIl para las especies de este estudio y principalmente son
escasos los registros para Colombia. Por ejemplo, secuencias de Sabethes se encuentran
muy poco representadas (Mufioz et al, 2021) para Colombia, con solo dos registros,
haciendo dificil su identificacion como es el caso de nuestra secuencia derivada del
espécimen CIST0314 identificada como Sabethes sp.

Lipscomb et al. (2003) discute que no hay justificacion para darle un mayor peso a los
caracteres de ADN con respecto a cualquier otro tipo de caracter, ya que las descripciones
de especies se basan en una amplia gama de datos y que a pesar de que los datos
moleculares contribuyen en gran medida, si solo se habla sobre su ADN no hay patrones
evolutivamente interesantes para explicar, por lo que se propone que la informacién de ADN
sea un punto referencia que complemente la importancia de la descripciones morfolégicas.

De acuerdo con los resultados mostrados en el presente estudio, algunas especies del
género Aedes se encuentran un poco mas cercanas a especies del género Psorophora que
a otras especies del mismo género. Estudios que previamente han descrito las relaciones
filogenéticas de Aedes muestran esta misma relacion con el género Psorophora (Soghigian,
Andreadis & Livdahl, 2017). En referencia al grado de longitud Wilkerson et al, 2015 indica
gue los cédigos de barras que implican la comparacién de secuencias cortas del gen
mitocondrial COI producen distancias que solo son Utiles para diferenciar taxones a nivel
de especie y no para estimar sus relaciones. Asi mismo a pesar de que la longitud de cédigo
de barra suele tener 650 pb, se ha demostrado que regiones tan pequefias como 100 pb
pueden identificar con éxito especimenes de especie (Meusnier et al, 2008). Puede que
esta sea una causa del alejamiento de Ae. aegypti del resto de especies del género Aedes,
pues se logra la identificacion de la especie, pero no se observa la relacion con las demas
especies del mismo género, que puede ser causa debido a la disminucién de la longitud de
secuencia de este estudio que fue necesaria para poder lograr el alineamiento de los dos
primers utilizados que solo se relacionan en secciones cortas.

En este estudio se identificaron 9 especies de mosquitos hematéfagos de la zona urbana,
2 especies en la zona rural y 2 especies en la zona selvatica. Tener conocimiento del habitat
y las enfermedades que transmiten estos vectores es importante, pues nos hace estar
alertas de su presencia para tomar las medidas de erradicacién y prevencién para la posible
transmisién de enfermedades. Especimenes de las especies Aedes, Culex y Psorophora
fueron recolectados en zona urbana del distrito de Santa Marta y estudios previos indican
gue la asociacion de estas especies con el entorno urbano se debe en cierta medida a su
comportamiento antropofilico. Las alteraciones derivadas de la actividad humana generan
nuevos habitats que les beneficia ya que estas especies poseen caracteristicas propias de
especies invasoras (Rey y Lounibos, 2015).

Ae. Aegypti es considerado un mosquito de gran importancia médica por ser vector de virus
como el dengue, chikungunya, Zika y fiebre amarilla. Adicionalmente, se ha sugerido que
esta especie puede comportarse como vector del virus de la encefalitis equina venezolana,
el virus Mayaro y el virus del Nilo Occidental (Gémez, 2018). El Dengue es una enfermedad
endémica de mas de 100 paises tropicales y se estima que en el 2010 ocurrieron hasta 390
millones de infecciones en el mundo (Bhatt et al, 2013), en el 2013 el Chikungunya fue
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introducido en la regién de las Américas, infectando a millones de personas al igual que el
Zika que se disemind desde Africa e ingresé al pais en 2015 (Alvarez et al, 2018). Estas
enfermedades se encuentran principalmente en zonas tropicales y subtropicales y producen
sintomatologias similares como la fiebre, dolores musculares, entre otros.

Especies del género Culex, como C. pipiens son consideradas vectores de virus de
importancia médica como el virus del Nilo Occidental (Retana, Rodriguez y Barrientos,
2017), principal causa de encefalitis por arbovirus en todo el mundo, una enfermedad que
puede producir desde una gripe sistémica a resultados neuroinvasivos como la meningitis
(Coello, Gonzales y Martinez, 2019).

La especies del género Psorophora, como P. cyanescens son vectores de arbovirus de
gran importancia médica y veterinaria en Colombia, como el virus de la encefalitis equina
venezolana, causante de una enfermedad endémica en la parte norte de América del Sury
América central, caracterizada por sintomas como intensa cefalea, fiebre, escalofrios,
mialgias, nduseas y vomitos (De la Hoz, 2000).

En las zonas rurales del distrito de Santa Marta fueron identificadas las especies An.
Neomaculipalpus y Ae. aegypti. Estudios de especies de An. neomaculipalpus han descrito
estos vectores en zonas rurales de Panaméa (Simmons, 1936; Curry, 1931), en otros
estudios se han encontrado en zonas rurales de extraccién de oro y zona boscosa, esta
especie es portadora de uno de los cuatro parasitos transmisores de malaria, Plasmodium
vivax, no tan mortal como Plasmodium falciparum, pero de gran importancia epidemiol6gica
(Moreno et al, 2005). Estudios realizados en pacientes concluyeron que la infeccion por P.
vivax puede causar complicaciones de paludismo grave, produciendo malaria cerebral,
anemia, insuficiencia renal, colapso circulatorio, sangrados anormal e ictericia (Kochar et
al, 2005).

En zona selvética se identificaron mosquitos de la tribu Sabethini, como son las especies
S. chloropterus y W. arthrostigma. Estudios previos indican que S. chloropterus es vector
potencial del virus de la fiebre amarilla y se presume que los huecos de los arboles en
partes altas del bosque son los principales criaderos, lugares de dificil acceso y localizacion
(Navarro y Machado, 1995). La fiebre Amarilla es una enfermedad febril, hemorragica y de
alta mortalidad, en casos grave puede causar problemas cardiacos, renales y hepaticos
(Velandia, 2004).

Este trabajo ratifica la importancia del estudio de estos vectores a través de las nuevas
alternativas como lo es el codigo de barras de ADN, que proporciona informacion valiosa y
de alta resolucion cuando se combina con la taxonomia clasica. El aporte de informacion
molecular de especies de mosquitos hematofagos en el departamento del Magdalena
constituye un aporte de gran valor cientifico, evidencia los vacios en el conocimiento e
incentiva el estudio de la biodiversidad de este grupo taxonémico de gran importancia
médica por considerarse potenciales vectores portadores y transmisores de enfermedades
de gran impacto en la salud.
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CONCLUSIONES

La identificacion de especies de mosquitos mediante la estrategia de codigo de barras de
ADN permite acceder a la enorme biodiversidad de especies de mosquitos potenciales
vectores de enfermedades de importancia médica y veterinaria. Existen limitaciones en el
uso de la herramienta de codigo de barras de ADN derivadas de la carencia de informacion
molecular disponible para ciertas especies y de la falta de curaduria de la informacién
molecular depositada en las bases de datos. El presente estudio aporta hueva informacion
sobre especies de vectores en tres diferentes escenarios del Distrito de Santa Marta
(Selvatico, Rural y Urbano), que puede ser aprovechada por las autoridades de salud como
complemento al perfil epidemioldgico en el distrito, con el fin de definir las acciones de
prevencion y control frente a la evidencia de circulacién de arbovirus u ocurrencia de brotes
de enfermedad.
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